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La presents invention concerne une preparation 
de pullulane forme de polymferes a repartition etroite des 
masses molaires | ces preparations sont utilisables no tarn- 
ment comma agent de dilution du plasma sanguin. 

5 Le pullulane est un glucane obtenu par culture 

de microorganismes d f Aureobas idium pullulans dans un mi- 
lieu contenant des saccharides tels que mono- et/ou oligo- 
saccharides, en culture noyee ; il est pratiquement cons- 
titue d f unites de maltotriose polyraerisees lin^airement 

10 par des liaisons a-1 ,6-glucosidiques • 

On a obtenu a l^chelle industrielle des pullulanes de mas- 
ses moieculaires/variant de 80 000 & 300 000, utilisables 
dans diff brents domaines, comme les industries chimique et 
alimentaire, oh certaines proprietes sup^rieures des pul- 

15 lulanes , telles que solubility dans l'eau, comestibilit e, 
adhesivite et aptitude h former f acilement des pellicules, 
sont employees a van tageusement • Le domaine d'utilisation 
du pullulane peut 6tre eiargi grSce aux etudes de la daman- 
deresse sur la repartition des masses mol4culaires des pul~ 

20 lulanes du commerce, presentant differences moyennes pond4- 
rales de masses moleculaires (designe ci-apr&s par Mw) a Par 
filtration sur gel, la demanderesse a determine les rap- 
ports Mw/Mn , Mn etant la moyenne des masses molaires en 
nombre* Ces etudes conf irment que tous les pullulanes du 

25 commerce essayes ont une repartition de masses moleculaires 
rela tivement large, supdrieure h 2* 

L * invention est basee sur les cons tatations im- 
prevues suivantes : lors de l r hydrolyse partielle d*un 
pullulane, plus la masse moieculaire d f une fraction de pul- 

30 lulane est eievee, plus cette fraction est susceptible d'e- 
tre hydrolysee ; et l ? on peut obtenir la composition de 
pullulane cherchee, c 1 est~&-dire un melange a repartition 
etroite de masses moleculaires, en particulier un rapport 
Mw/Mn ne depassant pas 1 f 5, avec un rendement superieur, 

35 par f rac tionnement d f un produit d'hydrolyse partielle de 
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pullulane, a l f aide d f un precipitant tel quHm solvant 
organique. 

Le nouveau procede de production de compositions 
de pullulane h repartition moleculaire etroite , consiste 

5 a hydrolyser partiellement un pullulane, a f ractionner le 
produit resultant, et a recueillir la fraction dont le 
rapport Mw/Mn ne depasse pas 1^5» 

Convient comme pullulane de depart, conf orna- 
ment a I s invention , toute preparation de pullulane dont 

lO 1* hydrolyse partielle perrnet d*obtenir la composition cher- 
ch£e, ayant un rapport Mw/Mn n'excedant pas 1,5 : on uti- 
lise habituellement un pullulane de Mw supdrieur a celui 
de la composition de pullulane cherch^e. 

Les conditions d f hydrolyse partielle sont eel- 

15 les qui permettent cette hydrolyse partielle du pullu- 
lane et augmentent le rendement en preparation de pullu- 
lane cherch^e : par exemple, on peut r^aliser 1* hydrolyse 
par traitement d f une solution aqueuse de pullulane a vec 
un acide, organique ou mineral, comme acide lactique, ci- 

20 trique, chlorhydrique ou sulfurique % a vec une enzyme com- 
me cyclodex trine glue ano trans f erase (EC 2.4.1 .19) , a- amy- 
lase (EC 3.2.1 .1 .), pullulanase (EC 3.2*1*41), isopullula- 
nase (EC 3*2.1.57) ou isoamylase (EC 3.2.1 .68) ; ou par 1* 
action d'ultrasons. Pour la production a l^chelle indus- 

25 trielle, les modes operatoires prefer^s sont ceux qui im- 
pliquent 1 utilisation d'un acide ou d'une enzyme . 

La separation de la fraction de pullulane cher- 
ch^e, c* partir du produit d* hydrolyse partielle, peut $tre 
r£alis<5e habituellement par une precipitation fractionn^e 

30 au moyen d f un solvant organique hydrosoluble, comme metha- 
nol, ethanol, isopropanol ou acetone, ou par dissolution 
fractionn^e, eventuellement en combinaison a vec d r autres 
modes operatoires, tels que filtration sur gel et/ou se- 
paration par une membrane f iltrante. 

35 La fraction de pullulane, ainsi bbtenue, peut 
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6tre habituellement purifiee par decoloration sur du char- 
bon active, et/ou d^sionisation par dchangeur d 1 ions .On 
peut facilement obtenir, par filtration sur membrane , et 
concentration, un sirop incolore, transparent; par fil- 

5 tration sur membrane , concentration, s^chage et, eventuel- 
lament reduction en poudre , on peut produire une poudre 
blanche de pullulane apyrogfene* 

Comme la preparation de pullulane obtenue est 
constitute de chaines polymferes lin^aires , solubles dans 

10 l'eau, hautement purifiees, avec un rapport Mw/Mn ne d&- 
passant pas 1 f 5, on peut l f utiliser avantageusement comme 
un authentique polymfere hydrosoluble x par exemple, pour 
la filtration sur gel ou la chroma tographie en phase li~ 
quide, il est pr4f Arable d'utiliser une preparation de 

15 pullulane ayant un rapport Mw/Mn de 1,1 & 1 f 3» A ces f iris , 
il peut Stre commode de disposer d f une serie de polymkres 
hydrosolubles, etalonnts, contenant dif f erentes prepara- 
tions de pullulans de Mw connus, par exemple 20 000 , 30 000, 
40 000, 50 000 ou 80 000. 

20 La preparation de pullulane , obtenue conf orm£ment 

h I 1 invention, trouve dif f£rentes utilisations en tant que 
diluant du plasma et comme hyperkinemique ; ces produits 
peuvent fetre prepares par dissolution d'une preparation de 
pullulane, do tee d f un rapport Mw/Mn ne d^passant pas 1 ,5, 

25 (Mw - 30 000-90 000) , afin d»obtenir une solution aqueuse 
de pullulane de concentration de l'ordre de 4 a 10^ en 
poids/volume, de produit solide, avec addition d ? agent iso- 
tonique tel que produit mineral et/ou saccharide, suivie 
de sterilisation de la solution resultante de pullulane 

30 isotonique . 

Les experimentations suivantes, qui expliquent 
la presente invention plus en detail, permettent de la 
mieux comprendre* 
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EXPERIMENTATION 1 

Preparation d* un pullulane a repartition etroite de masse 
moleculaire, 

Trois portions aliquotes d*une solution aqueuse de pullu- 
5 lane a 10% en poids/volume , presentant un rapport Mw/Mn de 
2 ? 5 (Mw = 150 OOO) , soat traitees comme suit. 
Une portion A est soumise au traitement ulterieur sans hy- 
drolyse prealable, 

Une portion B est acidifiee a un pH vols in de 2 avec de 
10 l'acide sulfurique, puis elle est afoandonn^e pendant 2 heu- 
res a cette valeur de pH et a 80°C, pour que s f effectue I 1 
hydrolyse partielle, apres quoi, on neutralise rapi dement 
la solution. 

A la portion restante C on ajoute une a- amylase du com- 
15 merce, la "Neospitase" de Nagase & Company, Ltd, a raison 
de 550 unites dextrinogfenes/gramme de pullulane, et on 
laisse incuber ce melange a pH 5,5 et a 60°C pendant 20 
heures, pour que s*effectue l 1 hydrolyse enzymatique , puis 
1 9 on chauf fe pour inactiver 1* activity enzymatique resi- 
20 duelle. 

Tout en maintenant a 30°C, les trois portions A, B et C, 
on leur ajoute du methanol , de fagon h obtenir pour cha- 
cune une concentration de 43% en volume/ volume ; apres 
elimination des couches inf £rieures, resultantes, on ajou- 

25 te aux couches superieures du methanol, pour etablir , 

dans chaque cas, une concentration de 60$ en volume/volume, 
Apres repos, les couches inf erieures , nouvellement form£es, 
sont recueillies, et r4duites en poudre, ce qui donne des 
preparations de pullulane ay ant un rapport Mw/Mn de 1 f 4 

30 (Mw = 60 000) » 

Les rendements, rapports s au pullulane de depart, sont 
indiques dans le tableau 1 » 

(voir le tableau 1 a la page suiv ante) • 
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TABLEAU 



Traitement Pas d'hydrolyse Hydro lvse 



Acide Enzyme 
Rendement (%) 16 48 55 



II res sort des resultats indiques dans ce tableau que 1« 
on peut obtenir une plus grande quantite de pullulane re- 
cherche, conformant a 1' invention, lorsqu»on utilise 
un hydrolysat partiel plutfit que du pullulane intact. 

10 Afin de connaitre la raison de ces resultats, on a affec- 
tum une etude par filtration, sur gel, de la repartition 
des masses moleculaires ; elle a porte sur des petits e- 
chantillons, recueillis au cours de 1« hydro lyse partielle, 
a certains intervalles de temps. Cette etude confirme que 

15 plus la masse moleculaire d'une fraction de pullulane est 
elev<& plus cette fraction est susceptible d'etre hydro- 
lysde partiellement a l'aide d'un acide ou d'une enzyme f 
ainsi, un choix approprie des conditions d'hydrolyse a- 
boutit a un rendement maximal en pullulane voulu, selon 

20 1' invention, all ant jusqu'a 40 a 60**- II se confirme ega- 
lement que l'hydrolyse partielle, enzymatique, donne un 
rendement relativement superieur a celui qu'on obtient par 
hydrolyse partielle, acide . 
EXPERIMENTATION 2 

25 Injection intraveineuse de pullulanes de differents rap- 
ports Mw/Mn. 

On prepare 4 solutions de produit de dilution du plasma, 
pour des essais d« injection intraveineuse , par dissolution 
de fractions de preparations de pullulane ay ant des rap- 
30 ports Mw/Mn de 2,8, 2, 1,5 et 1,2 (Mw = 60 000), dans du 
serum physiologique , de facon a obtenir une concentration 
de 6% en poids/volume , puis on sterilise les solutions rc- 
sultantes. 

Ces produits de dilution du plasma sont rapidement injec- 
35 tes a des lapins de 3 kg environ, a raison de 100 ml Ae » 
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en environ 15 minutes , puis on examine la pression v ei~ 
neuse et 1 1 excretion urinaire ; les pressions veineuses 
(mm H 2 0) sont mesurees avant et apres 1' injection, et V 
on divise la pression aprfes 1* injection par la pression 

5 avant l 1 injection, ce qui donne les f acteurs utilises 
comma critere pour la determination de 1* effort du sys- 
t&me circulatoire ; on dose les quantit^s de pullulane 
excx6t6 dans les urines a des intervalles de 2 heures 
suivant l r injs ction ; les taux d f excretion % 9 exprimant 

10 le rapport de la quantite de pullulane excr^tg h celle de 
pullulane injec te» sont utilises comme criteres pour la 
determination du pullulane en circulation et de son effet 
de diluant du plasma. 

Les r£sultats exp^rimentaux sont rassembl^s dans le ta- 
15 bleau 2, dans lequel toutes les valeurs sont des moyennes 
obtenues sur 2 lap ins • 

TABLEAU 2 

Mw/Mn 2,8 2^0 

Pression veineuse 2 f 1 1 ,7 

20 (facteur d ff augmentation) 

T a ux d 1 excretion (%) 45 32 

PesSe (-)* : (+)* 

Note : Pes<5e ; (+) sup^rieur, (±) normal f et (-) inf drieur 
*), temoin ; et **) » pr^sente invention. 

25 

II ressort des r^sultats indiqu£s dans ce tableau que l f u- 
tilisation d f un pullulane , dont le rapport Mw/Mn ne d^pas- 
se pas 1 f 5, about! t a une l^gfere augmentation de la pres- 
sion veineuse, et ne donne pas d f excretion urinaire rapide 

30 du pullulane inject^ ; c 1 est pourquoi ce pullulane convient 
parf aitement comme produit pour la dilution du plasma* 

On fractionne en 2 ^chantillons, par filtration 
sur gel, un pullulane ayant un rapport Mw/Mn de 2,8 (Mw = 
60 000) | 1 1 un des echantillons a une masse mol^culaire 

35 moyenne ne d^passant pas 15 000, et 1 1 autre sup&rieure & 



1 r 5 
1.3 



17 
(+)** 



1,2 
1,2 



13 
(+)** 
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150 000 ; on les injecte separ&nent a des lapins , comme 
d£crit plus haut* On constate que 1 1 injection du premier 
echantillon entralne une augmentation de la pression vex- 
neuse qui est multipliee par environ 1 ,2, i* excretion uri- 
5 naire s ? €levant jusqu'k 80?£ | par centre I s injection de 
I 1 autre echantillon aboutit a une excretiorvOrinaire de I s 
ordre de 7%, mais avec une augmentation de la pression vei- 
neuse qui est multipliee par 3 environ. 

Ces r£sultats conduisent aux conclusions suivantes : lors- 

10 que la masse moleculaire moyenne d 8 un puliulane ne depasse 
pas 15 OOO, un demi temps n^cessaire a partir de 1* injec- 
tion pour l f excretion urinaire, est trfes court, n'aboutis- 
sant qu*k un effort superieur du rein, aussi n f en peut~on 
espSxex aucun effet de dilution du plasma I d* autre part, 

15 V utilisation d f un puliulane de mas sefmaLicul aire moyenne 
sup£rieure h 150 000 constitue un danger de voir une aug- 
mentation relative de la pression veineuse lors d»une in- 
jection intraveineuse rapide,ce qui entrainerait un fort 
accroissement de l f effort du syst&me circulatoire. 

20 En consequence, un puliulane u til is able comme di- 

luant du plasma doit avoir une repartition etroite de mas- 
se moleculaire, le rapport Vw/hAn ne depassant pas 1 ,5, 
obtenu h la fois par une diminution aussi forte que possi- 
ble de 1' Echantillon de poids moleculaire inf erieur 

25 ( -C15 000), et de I 1 echantillon de poids moleculaire supe- 
rieur ( > 150 000) , amenant la masse moleculaire dans l 1 in- 
tervalle de 30 000 ^ 90 000, comme 11 a ete suggere dans 
la demande de brevet japonais n° 63976/79* 

Plusieurs formes de realisation non liraitatives 

30 de 1* invention sont dicrites ci-aprks. 
EXEMPLE 1 

Une solution aqueuse de puliulane h 10% en poids /volume , 
pxgparSe par dissolution de 200 g de puliulane de rapport 
Mw/Mn = 2 ? 3 (Mw a 300 000) dans l»eau, est acidifiee a un 
35 pH voisin de 2 avec de 1* acide chlorhydrique , et mis h 
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incuber a 80°C pendant 2 heures, en vue d*une hydrolyse 
partielle ; elle est neutralist ensuite avec de 1 *hy- 
droxyde de sodium* 

Cette solution de produit d f hydrolyse partielle du pullu- 
5 lane est alors refroidie a 30°C> et additionnee de metha- 
nol h cette m§me temperature, de f agon h obtenir une con- 
centration de 40% en volume/ volume* Apres Elimination de 
la couche inf^rieure qui s 'est form£e,on ajoute a la cou- 
che supfoieure , restante, di^nethanol , pour obtenir une 
10 concentration de 55% en volume/volume , et on laisse repo- 
ser le melange avant de recueillir la couche inf&rieure 
nouvellement f orm£e * 

On chasse alors par distillation le methanol de cette 
couche inf £rieure , et la solution aqueuse residuelle de 

15 pullulane est purifide par decoloration sur du carbone 

actif , desionisation au moyen d'dchangeurs d'ions de forme 
H et OH, et filtration par membrane • Le produit resultant 
est concentre, s4ch4, et r£duit en poudre, ce qui donne en- 
viron 90 grammes de poudre blanche de pullulane ay ant un 

20 rapport Mw/Mn de 1 9 4 (Mw » 50 000), 
EXEMPLB 2 

Une solution aqueuse de pullulane h 20% en poids/volume, 
obtenu par dissolution de 200 g de pullulane de rapport 
Mw/Mn de 2 f 6 (Mw =* 80 OOO) dans de 1 f eau, est acidifi^e 
25 h un pH proche de 2 avec de l 1 acide sulfurique et soumise 
h une hydrolyse partielle h 80°C pendant 2 heures s on 
neutralise avec de la soude la solution r^sultante de pro- 
duit d* hydrolyse partielle du pullulane « 

On ajoute ensuite h cette solution de l'£thanol, pour ob~ 
30 tenir une concentration de 50% en volume/ volume tout en 
maintenant h 40°C , et , apres Elimination de la couche in- 
f&cieure qui se s£pare, on additionne h nouveau la couche 
sup&rieure residuelle avec de l f 6thanol, de fagon h arri- 
ver h une concentration de 70% en volume/ volume , puis on 
35 recueille la couche inf £rieure nouvellement form^e. Cette 
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couche inf^rieure est purifi4e comme dans,! 1 exemple 1 , et 
donne environ 70 grammes d'une poudre blanche de pullulane 
presentant un rapport Mw/Mn de 1 ,3 (Mw » 30 000) . 
EXEMPLE 3 

5 Par dissolution de 200 g de pullulane de Mw/Mn. = 2 ? 3 

(Mw s 200 000) dans 1'eau, on prepare une solution aqueuse 
de pullulane a 5^ en poids /volume , que l f on hydrolyse par- 
tiellement comme dans l 1 exemple 1, puis on neutralise* 
On ajoute de 1* acetone a cette solution de produit d f hydro- 

10 lyse partielle de pullulane, de fagon a avoir une concen- 
tration de 20% en volume/ volume f apres Elimination de la 
couche inf^rieure resultante, la couche superieure, res- 
tante, est a nouveau additionnde d* acetone de fagon h ob- 
tenir une concentration de 45J6 en volume/ volume* On r ecueil- 

15 le la couche inf <§rieure, nouvellement form£e, et on la pu- 
rifie comme dans 1 ? example 1, ce qui donne environ 80 g 
d'une poudre blanche de pullulane ay ant un rapport Mw/Mn 
de 1 f 5 (Mw m 85 000) • 
EXEMPLE 4 

20 A une solution aqueuse de pullulane a 10^ en poids/volume, 
pr£par<5e par dissolution de 200 g de pullulane de Mw/Mn = 
2,3 (SJEw s 300 000) dans l'eau, est ajoutee une eye lode x tri- 
ne glucanotransf^rase (EC 2.4.1 .19) comme decrit dans la 
publication de la demande de brevet japonaise n°27791/78, 

25 h raison de 150 unites dextrinogenes par gramme de pul- 
lulane | ce melange est soumis a une hydrolyse enzymatique 
h 65°C et pH 6 pendant 20 heures. La reaction enzymatique 
est alors arr&tge par chauffage h 90°C pendant 15 minutes. 
La solution resultante de produit d f hydrolyse partielle 

30 est fractionn£e avec du methanol, et la fraction voulue 
est purifi^e, concentre et r£duite en poudre comme dans 
1 ? exemple 1, ce qui donne environ 105 g de poudre blan- 
che de pullulane, ay ant le m&me rapport Mw/Mn et le mSme 
Mw que dans l 1 exemple 1 • 
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EXEMPLE 5 

Une solution aqueuse a 20% en poids/volume de pullulane, 
prepares par dissolution de 200 g de pullulane de Mw/Mn = 
2,6 (Mw = 80 000) dans 1 1 eau, est additionn^e de la pul- 

5 lulanase du commerce (EC 3*2*1*41), de Hayashibara Bio- 
chemical Laboratories Inc . , h raison de 4 unites par 
gramme de pullulane , et ce melange est soumis a une hy— 
drolyse enzymatique b. pH 6, a 50°C, pendant 30 heures, 
Apres arr&t de la reaction enzymatique par chauf f age , la 

10 solution du produit d'hydrolyse partielle de pullulane 

est fractionn^e avec de 1* £thanol, et la fraction cherch^e 
est purifi^e, concentr^e et r^duite en poudre, comme dans 
1 1 exemple 2, ce qui donne 80 g environ d^boudr© blanche de 
pullulane ay ant un rapport Mw/Mn de 1 f 1 (Mw = 20 000) . 

15 EXEMPLE 6 

On prepare une solution aqueuse de pullulane a 5% en poids/ 
volume, par dissolution dans de l*eau 200 g de pullulane 
de Mw/Mn - 2 f 1 (Mw = 200 000) , et on ajoute 500 unites 
dextrinogfene de Neospitase par gramme de pullulane j on 

20 laisse incuber ce melange a pH 6,4, & 55°C, pendant 24 
heures, pour que s'effectue I'hydrolyse enzymatique* 
Apres arr&t de i*hydrolyse par chauf f age , la solution de 
produit d f hydrolyse partielle du pullulane obtenue est 
fractionn£e avec de I 1 acetone, et la fraction cherch^e 

25 est purif i£e, concentree et reduite-en poudre , corame dans 
l f exemple 3, ce qui donne 1 10 g environ d$£oudre blanche 
de pullulane de mSme rapport Mw/Mn eit le m$me Mw que dans 
l 1 exemple 3* 
EXEMPLE 7 

30 Pr£par£e par dissolution dans l f eau de 200 g de pullulane 
ayant un rapport Mw/Mn de 2^3 (Mw = 200 000) , une solution 
aqueuse h 10% en poids/volume de pullulane est additionn^e 
de l f isoamyIase du commerce (EC 3*2*1*68) de Hayashibara 
. Biochemical Laboratories Inc* , a raison de 200 unites dex- 

35 trinogenes/g de pullulane, et on laisse incuber ce melange 
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h pH 4,3, & 50°C, pendant 20 heures, pour que s f effectue 
une hydrolyse enzymatique partielle* Apres arr§t de 1 1 
hydrolyse par chauf fage, la solution resultante de pro- 
duit d 1 hydrolyse partielle du pullulane est fractionnee 
5 avec du methanol , et la fraction cherch£e est purifiee, 
concentree et reduite en poudre comme dans I'exemple 1 , 
ce qui donne environ 90 g de poudre blanche de pullulane 
pr£sentant un rapport Mw/Mn de 1,2 (Mw « 40 000). 
EXEMPLE 8 

10 Une solution aqueuse de pullulane ^ 10% en poids/volume , 
preparee par dissolution de 200 g de pullulane de Mw/Mn 
= 2,1 (Mw as 580 000) , dans une solution de NaCl h 0,05 M, 
est trait£e avec un appareil h ultrasons 'Branson Ultra- 
sonic Cleaner Model 12 n de Yamato Scientific Co, Ltd., 

15 pendant 30 minutes h 45 KHz, puissance de sortie 50 W, 
a fin de r£aliser l 1 hydrolyse partielle du pullulane. 
La solution resultante de produit d 1 hydrolyse partielle 
du pullulane est fractionnee avec du methanol, et la frac- 
tion cherch£e est purifiee, concentree et reduite en pou- 

20 dre, comme dans l'exemple 1 , ce qui donne environ 70 g 
de poudre blanche de pullulane ay ant le m&me rapport 
Mw/Mn et le mSme Mw que dans l f exemple 1 . 
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Revendications 

1. Proceed de production d ? une preparation de pullu- 
lane a repartition etroite de masses moleculaires, carac- 
terise en ce qu*on effectue une hydrolyse partielle d*un 
pullulane, on soumet h un f ractionnement le produit re- 

5 sultan t, et l ? on recueille la fraction de pullulane ay ant 
un rapport Mw/Mn ne d^passant pas 1 f 5« 

2* Procede selon la revendication 1 , caracterise en 
ce que 1* hydrolyse partielle du pullulane est r<5alis<5e h 
l r aide d f un acide, en particulier acide lactique, citri- 

10 que, chlorhydrique ou sulfurique. . 

3« Procede selon la revendication 1 , caracterise en 
ce que 1* hydrolyse partielle du pullulane est r4alis£e sous 
1 9 action d f une enzyme , notamment cyclodextrine glucano trans- 
ferase, cc-amylase, pullulanase, isopullulanase ou isoamy- 

15 lase* 

Am Procede selon la revendication 1 , caracterise en 
ce que l 1 hydrolyse partielle du pullulane est r^alisde 
au moyen d*un appareil h ultra-sons* 

5« Procede selon une des revendications 1 h 4, carac- 
20 terise en ce que le f ractionnement est r4al±s£ au moyen 
d'une precipitation fractionn^e, h 1 1 aide d*un solvant or- 
ganique, en particulier methanol, £thanol, isopropanol ou 
acetone* 

6. Proc^d^ selon une des revendications 1 h 4, carac- 
25 terise en ce que le f ractionnement est realise par disso- 
lution fractionn^e • 

7* Nouvelle composition de pullulane , caracterisee . 
en ce qu 1 elle est form^e par des polymferes ^ repartition 
etroite de masses moleculaires, le rapport Mw/Mn ne de- 
30 passant pas 1 y 5« 

8* Application de la composition suivant la revendi- 
cation 7 en tant qu 9 agent de dilution du plasma sanguin, 
ou d r agent hyperkinemique « 
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9* Application suivant la revendication 8, caracte- 
ris£e en ce que le Mw de la preparation de pullulane est 
compris dans 1 1 intervalle de 30 000 h 90 000. 
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